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論文内容要旨
 インターフェロン(以下IFN)はIsaacsらにより動物細胞を抗ウイルス状態に誘導する物質
 として発見されたが,その後非常に幅広い生理活性を有することが判明し,現在では感染などに
 於ける免疫応答機構に不可欠な物質であると考えられている。我々は一般成人の多くが感染歴を
 有すると考えられる溶連菌の菌体製剤であるOK-432が,健康成人の末梢血単核細胞(以下
 PBMC)よりIFNを誘起することに着目し,ヒト生体内の免疫応答機構の解明を目的として,
 このinvitroに於いて産生されるIFNの物性とその産生機序の解明を試みた。
 まず実験方法を簡単に述べると,健康成人男子よりPBMCを採取し,これをOK-432刺激下
 で培養することにより得られる培養上清中のIFN活性を測定し,さらにこのIFNの性状の検討
 及び抗IFN抗体による中和試験を行った。次いで各種分画操作によってPBMCから得た細胞分
 画よりのIFN産生を観察し,IFN産生細胞の同定を行った。またこのIFN産生系へのTcell
 growthfactor(以下TCGF)の関与を調べるために,OK-432刺激下の培養上清中のTCGF
 活性の測定とTCGFにより誘起されるIFN活性の測定を行った。さらにOK-432刺激による
 IFN産生系へのTCGF添加の影響及びTCGF受容体に対する抗体と考えられている抗Tac抗体
 添加による影響を見た。最後にこのOK-432によるIFN産生に対するインドメサシンの影響を
 観察することによりMonocyteを介した抑制系の存在の可能性について検討した。なおIFN活性
 の測定はFL細胞とSindbisvirusを用いたCPE50阻止法により行った。
 OK-432刺激によりヒトPBMCから産生されるIFNは72～96時間でピーク或いはプラトー
 に達するのが観察され,5μg/mlのOK-432刺激を用いて72時間後の培養上清中のIFN活性
 を測定することにより,4319±750(U/ml)という個人差の少ないIFN産生を見ることが
 出来た。次いでこのIFNの熱及び酸安定性の検討と抗IFN抗体による中和試験の結果より,
 OK-432によって誘起されるIFNは刺激添加後初期にはαtypeとrtypeが混っていること,そ
 して20時間以降には全てrtypeとなることが判った。以上の産生様式は今までに報告されてい
 るグラム陽性菌及びその菌体成分によるものに極めて類似して居り,生体の防御機構を反映して
 いると考えられる。
 次に各細胞分画からのIFN産生の結果より,PBMCを丁細胞と非丁細胞とに分画してしまう
 とIFN産生は著明に低下すること,丁細胞分画にMonocyteを加えるとIFN産生能が再び復活
 して来ることが判明し,さらにMarbrookchamber内の培養でも丁及びMonocyte両分画に対し
 て刺激を加えることによりIFN産生能の回復が観察された。よって,我々が使ったNK細胞同定
 法の精度に疑問が残るためNK細胞の関与を完全に否定は出来ないものの,OK-432刺激下の
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 PBMC内では,丁細胞とMonocyteが可溶性因子を介して協同作用を行いIFNを産生している
 と思われる。
 さらにTCGF関与の検討では,OK-432刺激により培養上清中に3～10U/m1という量の
 TCGF活性が認められた。この量のTCGF単独ではPBMCより有意な量のIFNを誘起するこ
 とは不可能であったが,OK-432刺激下ではこの量のTCGFがOK-432によるIFN産生を増
 強させるのは明らかであり,さらにTCGF受容体に働いてTCGFの作用を阻害する抗Tac抗体
 によってIFN産生が対照の62.5%まで低下することが観察された。以上より,OK-432による
 IFN産生にTCGFが関与していることが明らかとなり,TCGFとその作用を受ける細胞(Tま
 たはNK細胞)とに加え抗原刺激(OK-432)の三者が同時に存在することによりIFNが産生さ
 れると考えられたが,細胞分画を使った実験で丁及びNK細胞に対してOK-432を加えたところ,
 培養上清中にTCGFが存在するにも拘らずIFN産生は観察されなかった。この系に対してMonocyte
 を加えるとIFN産生能が回復することと前述のMarbrookchamberによる実験結果により,
 TCGFを介したIFN産生にはさらにMonocyte由来の可溶性因子が働いていると考えられる。
 FarrarらはMp由来の可溶性因子はTCGF産生のためにのみ必要とされると主張しているが,
 今回のヒトPBMCに対する我々の実験は彼の主張とは異り,TCGFが作用するのに必要な可溶
 性因子の存在を示唆した。
 最後にOK-432によるIFN産生がインドメサシンによって増強されるのを観察したが,これ
 はMonocyteからのPGE2産生の阻害によるものと考えられ,健康人PBMC中にIFN産生に抑
 制的に作用するMonocyteが存在する可能性がある。これを産生に関与するMonocyteの存在と
 考え併せると,免疫応答の機構を考える上で大きな意味を持つと思われる。
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 審査結果の要旨
 インターフェロン(INF)は,動物細胞を抗ウイルス状態に誘導する物質としてIsaacsらに
 より発見されたが,その後非常に幅広い生理活性を有することが明らかとなり,現在では感染な
 どにおける生体の免疫応答機構に必須な物質と考えられている。本研究はヒト生体内の免疫応答
 機構の解明を目的として,健康成人の多くが感染歴を有すると考えられる溶連菌の菌体製剤であ
 るOK-432により,ヒト末梢血単核細胞(PBMC)から誘起されるIFNの物性およびその産生
 機序の検討を行ったものである。
 本研究における実験の骨子は(1}OK-432刺激によるPBMCからのIFN産生量及び産生様式
 の検討,(2〕熱及び酸安定性の検討と抗IFNα,β,r各抗体を使った中和試験によるPBMCが産生
 するIFNの物性の検討,(3}各種分画操作によって得た細胞群からのIFN産生の観察による
 IFN産生細胞の同定,(4)OK-432によるIFN産生系中のTcellgrowthfactor(TCGF)活性
 の測定及びTCGFの作用を阻害する抗Tac抗体添加のIFN産生の及ぼす影響の観察による,OK
 -432によるIFN産生に対するTCGF関与の有無の検討及び,(5)インドメサシン及びプロスタグ
 ランディンE2のIFN産生に及ぼす影響の観察によるIFN産生に抑制的に作用する単球の存在の検
 索,の5点に要約される。
 これらの検討の結果,11)OK-432刺激によりヒトPBMCから産生されるIFNは,刺激後24時
 間以降はそのほとんど全てがrtypeであり,その産生量は72～96時間でピークあるいはプラトー
 に達するが,72時間後に観察されるIFN7産生量は正常人においては比較的安定していること。
 (2)これらのIFN7は丁細胞と単球が可溶性困子を介して行なう協同作用により産生されているこ
 と。13)このIFN産生は一部TCGFを介しており,さらにこのTCGFによるIFN産生において
 も抗原であるOK-432及び単球の存在が必要であること。{4)正常人末梢血中にも抗原刺激下で
 IFN産生をPGE2を介して抑制する単球が存在することなどを明らかにした。
 以上より,従来から主にマウスの系によって示されてきた生体内の免疫応答に対するTCGF
 及びIFNの関与が,ヒトにとって日常的といえる溶連菌刺激を用いたヒトPBMCによる系でも
 確認され,'さらにこの機構においてTCGFによるIFN産生を補助するとされていた単球,及び
 PGE2を介してこのIFN産生を抑制する単球の存在という新しい知見が得られた。加えて正常人
 においてグラム陽性菌に対する免疫応答を反映すると考えられる様式により安定したIFNr産生
 を観察したことは,このIFN産生量の観察が新しい生体における免疫状態把握の方法となる可
 能性をも示唆している。以上本研究はIFN産生系の機序解明を通じて,ヒト生体内の免疫応答機
 構の解明に多くの示唆を与えるものであり,学位授与に値するものと認める。
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